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(5^ Procede de dosage des estrogenes et des androgenes par amplification et bioluminescenc®. 



@) Procede de dosage des cestrogenes (cestradiol et oes- 
trone) et des androgenes (aprfes teur conversion en androgynes 
par action d'une enzyme <i arornatase i>) qui consiste 3 combN 
ner le procede d'amplification enzymatique utifisant one reac- 
tion de transhydrog&iation conduisant a Taccuniulation de 
NADH et le dosage du NADH form§ par biolurriinescence en 
utflisant une axydoreductase et une luclferase extraite et Bene- 
ckea Haiveyl 



< 

I 

(0 
CM 
0) 

IN 



Vente des fascicures & nMPRIMERIE NATIONALE. 27. nie de b Convention - 75732 PARIS CEDEX 15 



10 



15 



20 



25 



30 



2547926 



Le procsde.de dosage des oestrogenes et des androgenes 
selon I'invention est une combinaison du precede d' amplification enzy^ 
matique faisaat appel a une transhydrogenase specifique (la 17^ - 
hydroxysteroide deshydrogenase) d» une part, et. d'autre part, du pro- 
cede de dosage du NADH forme par bioluminescence mettant en jeu une 
chaine d'o^grdoreduction du NADH et la luciferase extraite de Beneckae 
harveyi. 

La conibinaison selon I'invention permet d 'assurer la 
specificite du systems, evitant I'emploi d^un dosage en phase hetero- 
ggne et donnant une grahde sensibility qui permet d'operer avec un 
temps d' incubation relativement court. 

Le dosage des oestrogenes (oestronc et oestradiol) 
utilise la reaction de transhydrogenation catalysee par la 17 ^ - 
oestradiol-deshydrogenase du placenta humain qui, en presence d'oestra- 
diol et d'oestrone, transfers I'hydrogene du N^?H au NAD, conduisant 
a une accumulation de NADH proportionnelle a la concentration en 
oestrogenes (oestxone + oestradiol) . 

Le systeme de transfert de I'hydrog^e est realise par 
I'interconversion de I'oestrone en oestradiol, cette reaction se fai- 
sant en moins d'une seconde, et, le substrat etant constamment recycle, 
la reaction peut etre realisee pendant un temps d'incubation de quel- 
ques minutes a plusieurs heures, entrainant ainsi un facteur d'an^ilifi- 
cation compris entre 1000 et 100 000 selon le temps d'incubation. 

Le procede precedemment decrit (references (1) et (2) 
ci-dessus) met en oeiivre corame methode de dosage du NADH une methode 
pratique inais peu sensible, utilisant I'absorbance de ce coenzyme a 
340 nm, et nScessite un facteur d ' anp li fi cation re lativenent eleve, 
done un temps d' incubation de plusieurs heures. 

L'utilisation d'enzymes bioluminescentes permet de doser 
des quantites de NADH de rordre de la picomole et done, associee au 
systime de transhydrogenase, de reduire considerableraent le temps 
d'amplification et d'augmenter la sensibilitS du dosage. 
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Le rgactif. de dosage de NADH par "bio luminescence coia- 
prend une NADH PMN oxydoreductase (FMS = flavine mononucleotide) qui 
catalyse la reaction : 

NADH + FMN + h"^ -> KAD"*" + FMNH^ 

et une luciferase qui utilise le FMNH^ produit , en presence d'une 
aldehyde a longue chaine (RCHO) et d'oxygene, pour produire de la lu- 
miere selon la n^action suivante, coup lee avec la precSdente : 

FMNH^ + RCHO + 0^ > FMN + RCODE + H^Q + h Y 

On mesure au photometre l*intensite de lumiere produite, qui est pro- 
per tionne lie a la concentration de NADH. 

I - Dosage des oestrog^nes (oestrone + oestradiol) dans le 
plasma ou 1* urine r 

Le precede selon I'invention utilise, d'une part, un 
tampon transhydrogenase contenant les constituants suivants . : 
-glucose-6-phosphate = 10* a 10 mol./l, de preference 10 mol-/l 
~glucose-6-phosphate des hydro genase = 10 a 1 000 unitSs/l et de pre- 
ference 100 unites /I 

-NAD = 10~^ a lO"^ Bcol./l, de preference 2.10^^ mol./l 
-NADP - lO"^ a lO"^^ mol./l, de preference 2.10 ^ mol./l ; 
d* autre part un reactif de bioluiainescence contenant : 
-FMN = 0,5 a 10 mg/1, de preference 5 mg/1 

-ald&hyde aliphatique = 0,2 a 20 ;ug/l, de preference 10 ^g/1 de decanal 
-MADH/FMN oxydorSductase = 2 a. 50 U.I./l et, de preference 20 U-I./l 
-luciferase extraite de Beneckea harveyi = 1 30 mg/l^ de preference 
20 mg/1 

Le. protocols de dosage 6st le suivanf : 

On utilise 3 tubes (designes 1,2 et 3) contenant cha- 

cxm : 

- 10 a 1 OOC^l, de preference 200 de. tampon transhydrogenase 

- et I'echantillon a doser : soit 1 a 5 jxL d 'urine ou 

10 a 30 jiX de plasma. 
Les tubes 2 et 3 re^oivent 10 S 500 yal, et de preference 100 ^1, (soit 
environ 10 milliunites/1) de 17 ^ - hydroxys teroxde deshydrogenase. 
Le tube 3 regoit une surcharge connue , de 5 a 50pg (de preference 
10 pg) d' oestradiol. 

Les 3 tubes sont incubes de 10 min. a 2 tieures, chacun selon la sensibi 
lite requise (de preference 15 a 30 minutes). 
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Puis, on ajoute sequentiellement a chaque tube le reac- 
tif de biolundnescence et on mesure la luminescence (variation de 
I'intensitg de la lumiere) sur 30 secondes ou 1 minute, 

Le calcul de la quantite dVestrone + oestradiol 
presente dans I'echanti lion -est realise. en coraparant les resultats 
obtenus pour I'echantiHon (tube 2 - tube I) aux rSsultats obtenus 
pour la surcharge (tube 3 - tube 2) de concentration- connue. 

II faut notef qu'il est necessaire, immidiate^Rent avant 
de mesurer la luminescence du tube temoin (I) d'injecter lOOyil de 
17 ^ - hydroxys teroide deshydrogenase, puis le reactif de biolumines- 
cence. 

Du fait de la grande sensibilitS de la methode (de I'or- 
dre de la femtomole) 1' utilisation d'anticorps anti-s teroide peut etre 
envisagee pour augmenter la specificita de la methode de dosage et 
ainsi peut etre appliquee au dosage specifique de I'oestrone, de I'oes- 
tradiol et des differents androgenes. 

- Dosage spgcLfique de 1 'oestradiol dans le serum ou dans 

1 'urine. 

Le principe .du dosage repose sur 1 'absorption specifi- 
que du s teroide a doser par un anticorps specifique. Dans le cas de 
1 'oestradiol : 

- le dosage est realise sur trois tubes : 
le tSmoin contient I'echantiHon a doser (oestradiol + oestrone) prea- 
lablement traitg pendant 30 mn, par un immuno absorb ant specifique dn 
s teroide a doser. Les tubes 2 et 3 contiennent I'echantiHon normal et 
le troisieme tube une surcharge connue en s teroide a doser. 

Le dosage specifique de 1 '©estrone ou de 1 'oestradiol 
peut ainsi etre rgalisg directement par addition du reactif complet 
de transhydrogenase, incubation J5 a 30 minutes et dosage du WADH par 
bioluimines cence (selon le § I ) . 

Une autre voie plus simple pour doser spScifiquement 
1 'oestradiol consiste a faire reagir 1 'oestrone avec un reactif des 
cetones tel que .1 'hydrazine. Le precede est le suivant : 

- le tube "oestradiol + oestrone" contient de 100 a 
1 000^1, de preference 500^1, de serum ou d 'urine et 300 a SOOyil, 
de preference 120^1, d'eau distillSe. Le tube "oestradiol" contient 
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les memes quantites de serum ou d'uirine, mais l^eau distillee est reis- 
placee par un volume egal de chlorhydrate d^hydrazine 6inol/l pH 7»4. 

Apres rSaccion, le contenu de chaque tube est extrait 
par I a 5jil d'gther qui est lave par un egal volume de tris HCl 
0,1 mol/1. La phase Stheree separee est evaporee, le residu repris 
5 par 250 yul de tampon transhydrogenase est dose selon le protocole 
decrit au § X* 

III - Dosage des androgynes * 

Le dosage des andro genes nScessite 1' utilisation d^une 
enzyme capable de convertir les androgynes en oestrogenes, enzyme 
10 membranaire contenue dans le placenta . Cette enzyme doit etre debaf- 
rassee de son contenu en steroide. La purification est conduite selon 
le pro^rede ci-dessous^ La preparation contient les activites suivan-^ 
tes : une sulfatase, une 3 ^ - hydroxys teroide - deshydrogenase, une 
A 5, A4 - cetosteroide - isomerase et me aromatase. Elle est designee 
15 ci-aprSs par le terme "aromatase". 

1 . Procede de preparation de 1^ aromatase 
1 / 1 . Prep arat ion des microsomes : 

Les cotyledons de 2 placentas sont homogeneisis dans • 
1 litre de tampon phosphate 30nnDbl/l, pH 7,2, 20 % de glycerol. L'homo- 

20 g§nat est centrifuge a 10 000 g pendant 30 mn* Le surnageant est cen- 
trifuge a nouveau 60 mn a 105 000 g. Le culot correspondaut a la frac-r 
tion microsomiale est lave 2 fois par 500ml de tampon- Le lavage a 
lieu par homogeneisation puis centrifugatioh- 

1/2. Solubilisa t ion des microsomes : 

25 La solubilisation des microsomes doit etre effectuSe 

rapidement afin d'eviter touts perte d*activite enzymatiqiie durant cet- 
te etape. Le culot de microsomes precedemment obtenu est remis en sus- 
pension dans 50 ml de tampon phosphate (30 lomol/l, pH 7,2, 25 % de 
glycerol), puis on ajoute 50 ml de ce meme tampon contenant 8 %. de 

30 Triton XI 00. La suspension est homog&ngis^e S 4*0 dans un Potter (verre 
teflon)* pendant 30 mn. La suspension est ensuite centrifugee 60 mn a 
105 000 g. 

Le Triton XI 00 est ^limine de ce surnageant par chroma- 
tographic sur resine hydrophobe de type XAD2(R).La solution est passSe 
35 sur une colonne (p 2,5 cm x 15 cm) de resine equilibree contre le tam- 
pon phosphate. La solution d* aromatase est eluee grace a ce meme tampon 
et les fractions colorees sont rasseniblees . 
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1/3. >!esure de 1 '^ctiyite^aroinatase : 

La mesure est realisee dans 350 ^1 de tampon 200 mniol/l 
Tris HCl, pH 8 contenant lO'^ mol NADP, I O"^ mol glucose-6-phosphate, 
10 mol dithiothreitol, 0,1 unite glucose-6-phosphate deshydrogenase 
et 10 mol de substrat steroide (androstenedione ou testosterone ou 
dehydroepiandrosterone) . La solution d'aromatase est ajoutce etl 'in- 
cubation poursuivie pendant 15, 30 et 60 mn- Les oescrogenes formes 
Gont doses selon le precede usuel sur 100^1 du milieu. 

2. Dosage du sulfate de dehydroepiandrosterone plasma- 

tique (SDHEA ) 

Le dosage est realisS siir une quantite de 0,5 h 
de serum. Le tampon de transformation de la dehydroepiandrosterone 
(DHEA) en oestradiol est le meme que celui deerit precedemment pour la 
mesure de I'activite aromatase, c'est-a-dire, un tampon 200 mmol/1 
Tris-HCl, pH8. A 60^1 de tampon contenant 1 'aromatase, on ajoute 40yjl 
d'eaii pour constituer le tube (1) correspondant au temoin aromatase- 
Comma la quantite de serum utilisge est tres faible, le dosage ne nSces- 
site pas de tube correspondant au temoin serum. Les densites optiques 
du tube (2) dosage - serum (auquel on ajoute 20^1 d'une dilution de 
serum + 20yjl d'eau) et du tube (3) dosage + surcharge (auquel on-ajpu- 
te 20^1 d*une dilution de serum + 20 ^1 de tampon contenant 2 p moles 
de SDHEA) sout lues, en fin de dosage, contre le temoin aromatase {!). 

La cusptite d'aromatase ajoutae sous un volziise en ^t- 
ral de 10^1 doit etre suffisante pour assurer une conversion to tale de 
10 ng de DHEA. Le temps d' incubation est corapris entre 30 mn et 2 heures. 

AprSs aromatisation, de 0,2 a 1 ml, de preference 
0,2 ml, de tampon transhydrogSnase sont ajoutes, 1 'incubation est pour- 
suivie 10 a 30 mn, de preference 10 mn,, les tubes sont mesures sequen- 
tiellement apres addition de 100 jxl de reactif de biolurainescence, de 
la meme fagon que decrit ci-dessus pour le dosage des oestrogenes. 

3. Dosage de 1 'ensemble DHEA, - androstenedione , 

testosterone : 

Afin d'eliminer du serum le sulfate de DHEA, il est ne- 
cessaire de proceder a une extraction par 1 'ether, le sulfate de DHEA 
n'etant pas extractible : 0,5 ml de serum sont extraits par 4 ml d'£ther- 
La phase etheree, apres lavage est evaporee et le residu repris par 
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0,5 ml de tampon tris 0,1 mol/l, pH 7,2. 20 jil de cet extrait (ichan- 
Cillon) sont traxtes par 50 ^1 de tampon contenant I'aromatase selon 
le precede suivant : 

- le tube temoiti CO contient l*aromatase inactivSe 
ainsi que I'Schantillon, 

- le tube dosage (2) contient I'^romatase non-inactivSe 
ainsi que I'echantilloti, 

- le tube surcharge (3) contient iVaromatase non-inac- 
tivSe, I'echantillon et la surcharge. 

Apres incubation 30 minutes a 37*0, 1 'aroma t as e est 

inactivee par chauffage ou par traitement alealin suivi de neutrali- 
sation. On ajoute alors 200 yl de tampan transhydrogenase. Une incu- 
bation de 15 mn a 2 heures a 20-25*C, selM la sensibility desiree, . 
est suivie ji' addition de 100 u-1 de reactif de biqlurrinescence ; la 
mesure de la luminescence, est faite cotcme precedemment . 

4. Dosage de testosterone androstenedione : 
Le dosage plasmatique necessite 1 'extraction par ether 
de 1 nd de plasma ou 1 'utilisation d'une technique similaire d.' extrac- 
tion (colonne d'extrelut), Le dosage peut etre realisS sur I'^quivalent 
de 200 jil- de plasma selon le procede precedent- II faut toutefois uti- 
liser, comme systems d'aromatisation^ \me preparation dont l^activite 
3^ ^ hydroxys terol4e deshydrogenase d 'enzymes est inhibee par le 1 lC\— 

bromoacetate de progesterone "(af in de ne pas transformer la DHEA) - 

- -4 

L' inhibition est rSalisSe S 25°C, a pH 7,9 par 10 mol/l" 
de 1 1 c<^bromo ace to xy progesterone (ce dirive a ete synthetise par estS- 
rification de la 1 IpC- hydroxyprogesterone par le bromoacetate). 

La surcharge en sulfate de DHEA est remplac^e par une 
surcharge en testosterone. La concentration en enzymes doit etre egale 
ou inferieure a 100 ^g/flil. 

L' inhibition est quasi complete apres 2 heures d'inciiba- 
tion. L^exces de sterol des est enleve par une chromatographie sur re- 
sine hydrophobe selon le procede precedent. L'activite aromatase resi- 
due lie mesuree avec la dehydroepiandrosterone doit etre inferieure a 
5 % de celle mesuree avec la* testosterone. 
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5. Dosage de la testosterone utillsant les anticoros 
anti tes tos te rone : 

Le dosage fait appel a trois tubes, chacun con tenant 
50^1 d'extrait serique correspondant a 5 jSl de serum. 

Le tube (1) correspond au temoin serum et sera traite 
pendant 15 ma a 25*C par 50 ^1 d'anticorps anti tes tos terone. 

Le tube (2) recevra 50 ^1 de tris . 
' Le tube (3) 50 ^1 de tris contenant 12 pg de testoste- 
rone, 

Apres addition de 50 yX de tampon aromatase et 30 tnn 
d'incubation a 37*C, on inactive I'aromatase; 

Puis on additionne 300 jil de tampon transhydrogenase 
•et inciibe I heure a 37*C. AprSs addition de 100 ;il de reactif de 
biolundnescence les tubes sont lus sequentiellement. 

Les avantages du ptocede de dosage selon 1 'invention 
soht les -stiivants i 

Cette mSthode, en utilisant S la fois 1 'amplification 
enzymatique et la bi ©luminescence, permet de realiser des dosages spS- 
cifiques des oestrogenes et des androgenes avec uhe sensibilite supe- 
rieure aux roethodes radioimmiinologiques (gain en sensibilite 10) et 
ne necessite qu'un temps d^incubation relativement court. 

De plus, cette methode pent etre automatisee facile-^ 
nent avec une instrumentation dej a exLstante. 

. Au niveau de la specificitS, elle permet de .cumuler a 
la fois la specificite del 'enzyme et-celle de I'anticorps. L'utilisa- 
tion d'un standard interne evite les utilisations d'une courbe etalon 
et met en evidence les interferences dues aux milieux- 
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REVEN0ICATIONS 



1. Precede de dosage des oestrogenes et des androgenes 
presents dans les milieux biologiques, caracteris€ en ce q^u'il combine 
le precede d* amplification enzymatique utilisaut une reaction de trans- 
hydrogenation conduisant a 1 'accumulation de UADH, et le dosage du NADH 

5 f orme par bioluminescence, 

2. ProcedS selon la revendication I, caracterxse en ce 
qu'on associe la 17^ - hydroxys tSroIde d^shydrogenase de placenta 
hiimain pour la reaction de transhydrogenation., a une NADH-?MN oxydore- 
ductase et une luciferase extraitjes de ndcroorganismes pour le dosage 

10 par bio luminescence, en presence des coenzymes et aldehyde necessaires* 

3. Precede selon l*une des revendi cations 1 et 2, carac- 

teris^ en ce qu'on utilise im r€actif de transhydrogenation ou "tampon 

transhydrogenase" constitue par : 
—2 —5 

- 10 a ID mol/l de glucose-6-phosphate 

15 - 10 a 1000 unites/1 de glucose-6^phosphate deshydrogenase 

- lO**^ a lO"^ mol/l de NAD 

- lO"^ a 10~^^ mol/l de NADP 

4. Precede selon I'une des revendi cations I 21 '3, caractg- 
rise en ce qu'on utilise un reactif de biolumine&cence constitue par : 

20 - 0,5 a 10 mg/l de FMN 

- 0,2 a 20jLig/l d^une aldehyde aliphatique telle que le decanal 

- 2 a 50 UI/1 de NADH/FMN dxydoreductase 

- 1 a 30 mg/l de luciferase de Bene eke a Harvey i 

5. Precede selon I'une des revendi cations I a 4, caracte- 
25 rise en ce qu'on dose le couple oestradiol-o estrone dans le plasma san~ 

guin ou 1' urine en utilisant 3 tubes a essai contenant chacun I'echan- 
tillon S doser et le tampon transhydrogenase ; le tube I est le tube 
temoin et les tubes -2 et 3 regoivent chacun de la 17^~hydroxys teroide- 
deshydrogenase ; le tube 3 regoit, de plus, une surcharge eonnue d'oes- 
30 tradiol^ apres incubation des tubes de 10 mn a 2 heures, on ajoute a 

chaque tube le reactif de bio luminescence et mesure la luminescence sur 
30 secondes ou 1 minute; on calcule la quantitS d'oestradiel + oestrone 
dans I'gchantillon en comparant les resultats obtentis pour I'gchantillon 
(tube 2 - tube 1> aux resultats obtenus pour la surcharge (tube 3-tube 2) 
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de coacentration connue. - 

Precede selon I'une des revendications I a 5, caractS- 
risaen ce qu'on dose specif iquement l*oestradiol ou I'oestrone dans 
le plasma ou 1 'urine en traitant d'abord I'echantillon par un immuno- 
adsorbant specifique du sterolde a doser, puis en dosant le steroide 
par addition du reactif de transhydro^enase, incubation et dosage du 
NADH par bioluminescence. 

7» Precede selon I'une des revendications 1 a 5, caracte- 

rise en ce qu'on dose specif iquement I'oestradiol dans le plasma ou 
l^urine en eliminant d'abord I'oestrone par reaction avec I'hydrazine. 
^* Procede de dosage des androgenes selon l*une des reven- 

dications 3 a 4 caracterisg en ce qu'on convertit d*abord les androgy- 
nes en oestrogeries par action d^une enzyme extraite du placenta et qui 
presents des activites de sulfatase, de 3 JB-hydroxysteroxde~deshydroge^ 
nase, de/\ ,A -cetos teroide-isomerase et d' aroma tase, et qu'on dose 
ensiiite les oestrogenes, ap res . avoir inactive I'aromatase par chauffa- 
ge ou traitement alcalin, par addition du reactif de transhydrogenase, 
incubation et dosage du NADH par bioluminescence . 

^- Procede de dosage du couple testosterone + androstene- 

dione selon la revendication 8, caracterise en ce qu'on utilise, pour 
la conversion des androgenes en oestrogenes, tme preparation eiizymati- 
que dont I'activite 3^ - hydroxys tgroide - deshydrogSnase est inhibee 
par le I IPC -bromacetate de progesterone. 



